HUMAN MYCOBIOME IN NORMOBIOSIS AND DYSBIOSIS STATES CHARACTERISTICS AND ANALYSIS METHODS by Gnat, Sebastian et al.
POSTĘPY MIKROBIOLOGII – ADVANCEMENTS OF MICROBIOLOGY
2021, 60, 1, 31–46
DOI: 10.21307/PM-2021.60.1.04
* Autor korespondencyjny: Sebastian Gnat, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydział Medycyny Weterynaryjnej, Instytut 
Przedklinicznych Nauk Weterynaryjnych, Zakład Mikrobiologii Weterynaryjnej, ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin; tel. 81 445 60 93; 
e-mail: sebastian.gnat@up.lublin.pl
1. Wprowadzenie
Każdego roku choroby grzybicze występują u ponad 
300 milionów ludzi na całym świecie, powodując ponad 
1,6  miliona zgonów [17, 38]. Pomimo tak wysokiej 
w skali roku zapadalności na grzybice, niewiele gatun-
ków grzybów jest patogenami, a inwazyjne infekcje 
grzybicze (IFIs, Invasive Fungal Infections) u  osób 
immunokompetentnych są rzadkością [103]. IFIs 
stanowią jednak problem dla pacjentów z obniżoną 
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Streszczenie: Choroby grzybicze dotykają rocznie ponad 300 milionów ludzi na całym świecie, powodując ponad 1,6 miliona zgonów. 
Nawet przy tak wysokim współczynniku chorobowości infekcji grzybiczych, stosunkowo niewiele gatunków grzybów jest patogenami, 
a inwazyjne infekcje grzybicze u zdrowych osób są rzadkością. Analizy porównawcze mykobiomów ujawniają, że ludzki organizm kolo-
nizowany jest przez odpowiednie grzyby wkrótce po urodzeniu, a ilościowy i jakościowy skład tej mykobioty zmienia się w trakcie życia. 
W ostatnich latach prowadzone są analizy korelacji między strukturą mykobiomu i stanem zdrowia, jak również w kontekście stanów 
chorobowych, na poziomie interakcji grzyb-mykobiom-gospodarz. Zależność pomiędzy zasiedlanym przez grzyby obszarem ludzkiego 
ciała tzw. lokalizacją anatomiczną, a swoistymi dla tego obszaru gatunkami grzybów, pozwala wnioskować o istnieniu silnej presji selekcyj-
nej wybiórczo promującej rozwój gatunków swoistych dla danej niszy ekologicznej w obrębie organizmu. Inną kwestię stanowi walidacja 
i standaryzacja metod analizy mykobiomów. W tym aspekcie szczególnym zainteresowaniem cieszą się obecnie metody sekwencjonowa-
nia metagenomicznego. W tej pracy została zaprezentowana aktualna wiedza na temat mykobiomu w stanach fizjologicznych i choro-
bowych mających źródło w dysbiozie ukształtowanego już mikrobiomu. Omówione zostały również metody i wyzwania diagnostyczne 
w ilościowej i jakościowej analizie mykobiomów.
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odpornością, u których wiążą się z wysoką zachorowal-
nością i śmiertelnością. Przypadki IFIs wpisują się też 
w globalny trend wzrostu liczby zakażeń grzybiczych 
wśród podatnych populacji [17, 41, 42, 69, 71]. W gru-
pie szczególnego ryzyka wymieniane są osoby zaka-
żone ludzkim wirusem niedoboru odporności (HIV), 
pacjenci z nowotworami oraz po transplantacjach, 
poddawani terapii immunosupresyjnej lub immuno-
modulującej [45]. Pośredni wpływ na wzrost liczby 
przypadków grzybic w skali roku ma globalne ocieple-
nie i zmiany klimatu, których skutkami są wyższa prze-
żywalność grzybów w środowisku [21, 37]. Ponadto, 
obserwowana jest aklimatyzacja grzybów do coraz wyż-
szych temperatur, co zwiększa ich zdolność do replika-
cji w organizmie gospodarza, nawet przy podwyższonej 
temperaturze ciała [37, 46]. Przeżywalność komórek 
niektórych szczepów grzybów w wyższych niż typowe 
dla gatunku temperatury maksymalne, jest przejawem 
poszerzenia się spektrum czynników promujących 
rozwój w ustroju człowieka, przez co w  konsekwen-
cji czynnikami sprawczymi grzybic stają się gatunki 
dotychczas uważane za niepatogenne [103]. Proces akli-
matyzacji wpływa również na rozmieszczenie grzybów 
w  środowisku i  umożliwia ich wzrost w  cieplejszych 
niszach ekologicznych, co ułatwia inter akcję komórek 
patogenów z organizmem człowieka i transmisję cho-
roby na drodze zakażenia przez skórę, jamę ustną lub 
przez jamę nosową [36]. Wymienione czynniki przy-
czyniają się do zwiększenia różnorod ności myko bioty 
orga nizmu człowieka i otaczającego go środowiska, 
a pośrednio do wzrostu zagrożenia związanego z infek-
cjami o charakterze endogennym [72].
Termin mykobiom jest używany do opisania grzybi-
czego składnika mikrobiomu. Nie jest jeszcze wiadome, 
czy istnieje u ludzi mykobiom rdzenny, jak w przypadku 
bakteriomu. W porównaniu z bakteriomem (> 99% 
całkowitej mikrobioty), ludzki mykobiom jest mniej 
zróżnicowany, zwykle nie przekraczający 20. taksono-
micznych jednostek operacyjnych na próbkę (OTU, 
Operational Taxonomic Unit) i występuje w mniejszej 
ilości (≤ 0,1% całkowitej masy mikrobioty) [77, 86]. 
Wieloletnie badania nad składem ludzkiego mikro-
biomu przewodu pokarmowego również ujawniają, że 
udział komponentu grzybowego plasuje się w zakresie 
od 0,001 do 0,1% populacji mikroorganizmów izo-
lowanych z dróg pokarmowych [12]. Badania oparte 
o  sekwencjonowanie genomów ujawniają obecność 
w drogach pokarmowych niemowląt grzybów z rodzaju 
Candida, Saccharomyces, Cladosporium, Cryptococcus 
i  Malassezia [74]. O ile w przypadku wymienionych 
dwóch pierwszych rodzajów wiąże się to z  koloniza-
cją odpowiednich odcinków układu pokarmowego, 
występowanie grzybów z trzech pozostałych rodzajów 
związane jest raczej z ich przejściową obecnością i nie 
mogą być one postrzegane jako typowe komponenty 
tej ontocenozy [110]. Natomiast mykobiomy zdrowych 
osób dorosłych wykazują przewagę grzybów z rodzaju 
Saccharomyces, Candida, Trichosporon i Galactomyces, 
co sugeruje, że są one kluczowymi składnikami zdro-
wego mykobiomu obecnego przez całe życie [24, 77]. 
Niemniej jednak, w przeciwieństwie do badań ludzkich 
bakteriomów, odnotowana jest niewielka korelacja 
pomiędzy profilem gatunkowym mykobiomu i stanem 
zdrowia, a dane na temat interakcji grzyb-mykobiom-
-gospodarz ograniczone są do przypadków koloni- 
zacji przez grzyby różnych lokalizacji anatomicznych 
w stanach chorobowych (Ryc. 1) [25]. Dostępne wyniki 
badań naukowych wskazują, że skomplikowane systemy 
immunologiczne są zaangażowane w utrzymywanie 
względnie stałej równowagi w jakościowym i ilościo-
wym składzie mykobiomów. Zaburzenie tej swoistej 
równowagi zwykle prowadzi do rozwoju infekcji grzy-
biczej bądź bakteryjnej lub w sposób pośredni wpływa 
na rozwój takich jednostek chorobowych jak ato- 
powe zapalenie skóry (AZS), czy łojotokowe zapalenie 
skóry [89]. Odpowiedź immunologiczna na obecność 
komórek grzybów w ustroju, w pierwszym etapie opiera 
się na właściwym rozpoznaniu komórek patogenu. Za 
ten proces odpowiadają receptory rozpoznające wzorce 
(PRR, Pattern Recognition Receptors), które są obecne 
na powierzchni lub w  cytoplazmie komórek układu 
odpornościowego. Receptory te, rozpoznają wzorce 
molekularne związane z patogenami, swoiste dla pato-
gennych grzybów, co indukuje uwalnianie określonych 
interleukin. Obecne w błonach komórkowych makro-
fagów receptory PRR rozpoznają mannany i adhezyny 
obecne w ścianach komórkowych wielu grzybów, 
wyzwalając aktywację jądrowego czynnika transkryp-
cyjnego NF-κB, produkcję interleukin: IL-1β i IL-6 oraz 
fagocytozę. Niektóre rodzaje grzybów, jak Candida 
dzięki stosowaniu tzw. mimikry molekularnej są w sta-
nie uniknąć rozpoznania obecnych na powierzchni ich 
komórek reszt mannozy przez komórki układu odpor-
nościowego gospodarza, co skutkuje brakiem właściwej 
odpowiedzi immunologicznej, nasilając infekcję lub 
prowadząc do infekcji przewlekłej [106]. Ograniczona 
liczba gatunków grzybów, które faktycznie zasiedlają 
różne obszary anatomiczne ludzkiego ciała, może wska-
zywać na zachowawczość ewolucyjną w odniesieniu do 
składników ludzkiego mykobiomu [49], przejawiającą 
się też w  wyjątkowo wąskiej specjalizacji pewnych 
gatunków do określonych nisz ekologicznych [25]. Kla-
sycznym przykładem dla poparcia tego stwierdzenia są 
grzyby drożdżopodobne z rodzaju Malassezia. W kon-
tekście ludzkiego mykobiomu, królestwo grzybów 
wykazuje mniejszą różnorodność niż bakterii, co naj-
lepiej widać w odniesieniu do mykobiomu skóry, gdzie 
wyraźnie dominują gatunki z rodzaju Malassezia [54, 
83]. Obserwowane są również zależności między loka-
lizacją anatomiczną, a  swoistymi dla niej gatunkami 
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grzybów. Może to wskazywać na istnienie silnej presji 
selekcyjnej w kontekście możliwości adaptacji poszcze-
gólnych gatunków do specyficznych nisz ekologicznych 
organizmu człowieka [83, 89]. W kontekście tego typu 
rozważań należy jednak zawsze mieć na uwadze, czy 
stwierdzenie występowania danego gatunku grzyba 
w  obrębie badanej lokalizacji anatomicznej, nie jest 
związane wyłącznie z przejściową obecnością drobno-
ustroju wprowadzonego chociażby z pokarmem.
Obecnie w badaniach mykobiomów największym 
zainteresowaniem cieszą się techniki metagenomiczne. 
Techniki te umożliwiają pozyskiwanie DNA genomo-
wego drobnoustrojów bezpośrednio z próbek środo-
wiskowych, niezależnie od rodzaju próbki i liczby róż-
nych gatunków drobnoustrojów. Niewątpliwie zaletą 
tej metody jest to, że daje możliwość zbadania całej 
puli genetycznej zbiorowisk drobnoustrojów poprzez 
sekwencjonowanie i późniejszą analizę uzyskanych 
sekwencji nukleotydowych. Wewnętrzny transkrybo-
wany przerywnik (ITS Internal Transcribed Spacer) 
obejmujący dwa zmienne podregiony ITS1 i ITS2 jest 
zlokalizowany w rejonie genów rybosomalnego RNA 
i wykorzystywany jest jako uniwersalny i rekomendo-
wany marker DNA w identyfikacji gatunków grzybów, 
w próbkach metagenomicznych.
Celem niniejszej pracy było dokonanie przeglądu 
piśmiennictwa traktującego o aktualnych danych 
związanych z różnorodnością mykobiomu ludzkiego. 
Ponadto, omówione zostały kluczowe prace badaw-
cze, w których technologia sekwencjonowania, w tym 
sekwencjonowania metagenomicznego znalazła zasto-
sowanie diagnostyczne w ocenie ludzkiego mykobiomu. 
2. Mykobiom w zdrowiu i chorobie
2.1. Mykobiom płuc
Grzybicze choroby płuc są obecnie szeroko roz-
powszechnione i stanowią coraz większy problem 
zdrowia publicznego na całym świecie. Brak jest jed-
nak specjalistycznych badań nad mykobiomami płuc, 
których celem byłoby przeprowadzenie analiz porów-
nawczych między mykobiomami płuc osób zdrowych 
i  tych z  przewlekłymi chorobami płuc. Utrudnia to 
zdefiniowanie i  ocenę różnorodności mykobiomu 
w  tym narządzie. Wcześniejsze założenia steryl ności 
zdrowego płuca zatrzymały badania mikrobiomu tego 
narządu na wiele lat. W efekcie, zrozumienie mikro-
biomu oddechowego jest znacznie opóźnione w porów-
naniu z innymi organami [65]. Pojawienie się techno-
logii sekwencjonowania, jako metody niezależnej od 
uzyskania kultury grzyba, ujawniło różnorodność 
mikroorganizmów występujących w płucach, w  tym 
obecnych w płucach osób zdrowych [9]. Dzięki obser-
wowanej w ostatnich latach znacznej redukcji kosztów 
sekwencjonowania o  wysokiej przepusto wości moż-
liwe jest wyodrębnianie prawie kompletnych genomów 
Ryc. 1. Skład gatunkowy mykobiomu różnych narządów w stanie zdrowia i w wybranych jednostkach chorobowych
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bezpośrednio z metagenomicznych zestawów danych. 
Z kolei, badania oparte o sekwencjonowanie regionu 
ITS ujawniły, że w skład mykobiomu płuc mogą wcho-
dzić grzyby klasyfikowane jako Ceriporia lacerata, 
Saccharomyces cerevisiae i  Penicillium brevicompac-
tum, przy czym za najważniejszy czynnik etiologiczny 
aspergilozy i główny patogen w warunkach dysbiozy 
jest postrzegany niezmiennie Aspergillus fumigatus 
[27]. Konidia tego gatunku, z uwagi na najdrobniejsze 
wśród rodzaju Aspergillus rozmiary, mogą wnikać do 
przestrzeni pęcherzyków płucnych. Mikrobiota stwier-
dzana w zdrowych płucach obejmuje oprócz grzybów 
także bakterie i wirusy, które razem na poziomie róż-
nych taksonów tworzą międzygatunkową sieć ekolo-
giczną [74, 105]. Wspom niane czynniki biologiczne 
najczęściej dostają się do dróg oddechowych na dro-
dze inhalacji, wchodząc w bezpośredni kontakt z war-
stwą śluzu pokrywającą powierzchnie poszczególnych 
odcinków dróg oddechowych. W tym kontekście, ana-
lizując wyniki badań nad mikrobiomem płuc należy 
mieć na uwadze, że stwierdzane tam mikroorganizmy 
i wirusy mogą stanowić jedynie przejściową mikrobiotę 
płuc, która zwykle jest aktywnie usuwana. Ponadto 
wykazano, że możliwe są również interakcje między 
mikrobiomem płucnym i  jelitowym, które zachodzą 
poprzez oś płuca-jelita i  mają istotne konsekwencje 
zdrowotne. Udowodniono, że zmiany w mykobiomie 
jelitowym mogą wpływać na powstawanie alergicznych 
chorób dróg oddechowych [14,92]. Na modelu mysim 
wykazano między innymi, że nadmierna proliferacja 
Candida albicans w jelitach wyraźnie nasila przebieg 
alergicznej choroby dróg oddechowych [92]. Podobnie, 
sztucznie indukowana u myszy kolonizacja jelit przez 
grzyba Wallemia mellicola prowadziła do zwiększonego 
nasilenia alergicznej choroby dróg oddechowych [92].
Mykobiom zdrowych płuc różni się od obserwowa-
nego u pacjentów z przewlekłymi chorobami układu 
oddechowego, takimi jak astma, przewlekła obtura cyjna 
choroba płuc, mukowiscydoza i  rozstrzenie oskrzeli 
[78]. Wszystkie płuca badanych osób cierpiących 
z powodu astmy, obturacyjnej choroby płuc i mukowis-
cydozy wykazywały mniejszą różnorodność mykobio-
mów [104]. W grupie pacjentów z astmą stwierdzano 
w płucach zdecydowanie większy udział różnych gatun-
ków grzybów, w  tym najczęściej Psathyrella candol - 
leana, Malassezia pachydermatis, Termitomyces clypeatus 
i Grifola sordulenta [77,103]. Ponadto, zwraca uwagę 
fakt większej różnorodności gatunkowej grzybów 
w porównaniu z pulą gatunków izolowanych z  dróg 
oddechowych zdrowych osób, u  których do tej pory 
nie stwierdzano w płucach niektórych z  wymienio-
nych gatunków, jak chociażby tych z rodzaju Malasse-
zia [77]. U dzieci z ciężką astmą stwierdzono większą 
liczebność grzybów z taksonów Pneumocystis, Leuco-
sporidium i Rhodotorula w porównaniu z grupą dzieci 
zdrowych [47]. Z kolei rozstrzenie oskrzeli, czyli trwałe 
i nieodwracalne poszerzenie światła dróg oddecho-
wych, naraża pacjentów na większe ryzyko wystąpie-
nia infekcji grzybiczej dolnych dróg oddechowych 
[22]. Znajduje to odzwierciedlenie w mykobiomach 
dróg oddechowych tej grupy pacjentów. Przeprowa-
dzone analizy w tej grupie chorych pozwoliły wykazać 
wyższą liczebność potencjalnie patogennych grzybów, 
w  tym z rodzaju Aspergillus, Penicillium i Cryptococ-
cus, jak również wykazać u tych pacjentów częstsze 
występowanie reakcji alergicznych i silnej odpowie-
dzi immunologicznej związanej z pleśniami z rodzaju 
Aspergillus. Ze względu na zaburzone oczyszczanie 
śluzowo-rzęskowe, które jest nieodłącznie związane 
z rozstrzeniami oskrzeli, drogi oddechowe są podatne 
na grzyby obecne w bioaerozolu i proces kolonizacji 
[9]. W przewlekłej obturacyjnej chorobie płuc, pleśnie 
Aspergillus spp. były stwierdzane w oparciu o analizy 
metagenomiczne u 17% pacjentów, a określone gatunki 
grzybów, takie jak Pneumocystis jirovecii, wykryto rów-
nież w przebiegu tej choroby u pacjentów zakażonych 
wirusem HIV, co wskazuje na udział predyspozycji 
immunologicznych w zróżnicowaniu mykobiomów 
tego narządu [62]. Obecność Pneumocystis spp. w płu-
cach pacjentów z infekcją HIV często jest wyznaczni-
kiem tej upośledzającej układ odpornoś ciowy infekcji. 
Dodatkowo koreluje ona z wyraźnie mniejszym zróż-
nicowaniem mykobiomu płuc i wpływa negatywnie na 
utrzymanie homeostazy tego narządu [27]. Znaczna 
różnorodność gatunkowa w mykobiomie płuc obserwo-
wana jest u pacjentów z mukowiscydozą, chorobą gene-
tyczną określaną jako tzw. zwłóknienie torbielowate 
płuc. W tej grupie pacjentów, A. fumigatus był stwier-
dzany w płucach u 6 do 60% badanych [67]. Badania 
nad mykobiomem płuc u  pacjentów z  mukowiscy-
dozą znajdują się w początkowej fazie i często nie jest 
jasne czy izolowane grzyby stanowią stabilny element 
mykobiomu, czy występują w płucach przejściowo [19]. 
Badania pacjentów z mukowiscydozą oparte o sekwen-
cjonowanie metagenomiczne pozwalają wykryć znacz-
nie szersze spektrum gatunków grzybów niż bada- 
nia oparte o konwencjonalną hodowlę mykologiczną 
[19]. Stwierdzano też większą liczebność gatunków 
z rodzaju Aspergillus (zwłaszcza A. fumigatus) i grzybów 
drożdżopodobnych z takich gatunków jak C. albicans, 
Candida parapsilosis i Malassezia spp. [78]. Zarówno 
u pacjentów z astmą, jak i mukowiscydozą, ewentualna 
odpowiedź alergiczna może być wywołana obecnością 
Aspergillus spp., a  w  pewnych przypadkach u  tych 
pacjentów może też prowadzić do alergicznej aspergi-
lozy oskrzelowo-płucnej [88]. Niezależnie od rodzaju 
schorzenia, mykobiomy płuc poszczególnych pacjen-
tów mogą różnić się diametralnie. Jak wykazano, kore-
lują one ze składem gatunkowym grzybów obecnych 
w  powietrzu zewnętrznym i wewnętrznym pomiesz-
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czeń mieszkalnych, w których taka osoba przebywa 
[88]. Zastosowanie metod sekwencjonowania całych 
mykobiomów płuc zyskało w ostatnich latach znaczną 
popularność i zainteresowanie badaczy. Coraz częściej 
też, sekwencjonowanie metagenomiczne staje się nie-
odzowną techniką wykorzystywaną w szcze gółowych 
analizach mykobiomów płuc pacjentów z chorobami 
układu oddechowego [9]. 
2.2. Mykobiom jelit
Wyniki badań mykobiomu jelit osób zdrowych są 
bardzo ograniczone. Nash i wsp. [77] zaobserwowali, 
że ludzki mykobiom jelitowy u osób zdrowych jest 
zdominowany przez grzyby drożdżopodobne, takie jak 
Saccharomyces spp., Malassezia spp. i Candida spp., acz-
kolwiek ze znaczną zmiennością między- i wewnątrz-
osobniczą. Sugeruje to, obserwowaną w czasie, dyna-
mikę zmian w ilościowym i  jakościowym składzie 
mykobiomu jelitowego, na którą dodatkowo ma wpływ 
odporność gospodarza [74, 77].
Wysiłki mające na celu zbadanie mykobiomów 
jelitowych koncentrowały się w dużej mierze na 
pacjentach z chorobami przewodu pokarmowego, 
a kluczowe odkrycia odzwierciedlają trendy zmian w 
liczebności i  zróżnicowaniu gatunkowym mykobio-
mów w stanach chorobowych. Dla przykładu, w grupie 
nieswoistych zapaleń jelit badania oparte na analizie 
sekwencji 18S rRNA wykazały zwiększoną różnorod-
ność gatunkową mykobiomu jelit u osób z chorobą 
Leśniowskiego-Crohna i stosunkowo stały skład myko-
biomu u pacjentów z wrzodziejącym zapaleniem jelita 
grubego, w  porównaniu z osobami zdrowymi [63]. 
Ponadto, określone zostały różnice między mykobio-
mem jelit w  stanie zapalnym i bez reakcji zapalnej 
[63]. Zwrócono uwagę na fakt, że przeprowadzenie 
sekwencjonowania fragmentu ITS2 ujawniło wyraźną 
dysbiozę w składzie mykobiomu na tle całej populacji 
drobnoustrojów, w  nieswoistych zapaleniach jelit, ze 
zwiększonym udziałem przedstawicieli Basidiomycota 
kosztem grzybów z gromady Ascomycota, w  szcze-
gólności C. albicans i S. cerevisiae [94]. W przypadku 
pacjentów z chorobą Leśniowskiego-Crohna, sekwen-
cjonowanie fragmentów ITS2 potwierdziło również 
wzrost liczebności komponentu grzybowego podczas 
zaostrzeń choroby oraz wyższą częstość występowania 
grzybów z rodziny Cystofilobasidiaceae i gatunku C. gla-
brata. Natomiast przeprowadzenie sekwencjonowania 
fragmentów ITS1 ujawniło zwiększoną liczebność grzy-
bów drożdżopodobnych Candida tropicalis w mykobio-
mie jelit osób z chorobą Leśniowskiego-Crohna, w po- 
równaniu ze zdrowymi osobami o wysokim stopniu 
pokrewieństwa [54]. Chociaż powszechnie wiadomo, 
że grzyby, w tym drożdżopodobne nie są czynnikami 
etiologicznymi tego schorzenia, gatunki takie jak 
S. cerevisiae i Filobasidium uniguttulatum były niejed-
nokrotnie stwierdzane w jelitach bez towarzyszącego 
stanu zapalnego [64]. Nie można jednak wykluczyć, że 
ich obecność była przejściowa i mogła być wynikiem 
stosowania probiotyków zawierających w składzie 
mikroorganizmy, w przypadku których wykazano już 
pozytywny wpływ na przebieg choroby Leśniowskiego-
-Crohna. W podgrupie pacjentów z polimorfizmami 
CARD9 (Caspase Recruitment Domain-containing 
protein 9), przejawiających wrodzoną skłonność do 
kandydozy, wykazano, że obecność Malassezia restricta 
może nasilać objawy choroby Leśniowskiego-Crohna. 
Może to sugerować, że ukierunkowanie leczenia na 
hamowanie wzrostu określonych gatunków grzybów 
może mieć znaczenie w  kontekście lepszych efektów 
terapeutycznych u niektórych pacjentów [66]. Potwier-
dzają to badania Wheeler i wsp. [111], którzy udowod-
nili, na podstawie analiz sekwencji fragmentów ITS1, że 
u zwierząt doświadczalnych, którym podawano anty-
mykotyki, występowało zaburzenie w składzie myko-
biomu jelit, charakteryzujące się zmniejszeniem liczeb-
ności grzybów drożdżopodobnych z rodzaju Candida 
z równoczesnym wzrostem liczebności pleśni Aspergil-
lus spp., Wallemia spp. i Epicoccum spp. Powszechnie 
też wiadomo, że stosowanie antybiotyków wpływa na 
nasilenie stanów zapalnych jelit poprzez modyfikację 
bakteriomu jelitowego, co w konsekwencji prowadzi 
do preferencyjnej kolonizacji przez grzyby [95]. W tym 
przypadku znaczące ograniczenie populacji bakterii 
z rodziny Enterobacteriaceae sprzyja kolonizacji przez 
grzyby i w konsekwencji prowadzi do nasilenia obja-
wów zapalenia okrężnicy [95]. Należy przy tym zazna-
czyć, że te ostatnie doniesienia dotyczą doświadczeń 
przeprowadzonych na myszach i nie mogą być repre-
zentatywne dla ludzkiego mykobiomu jelita. 
U pacjentów cierpiących na zespół jelita drażliwego 
lub przewlekłą chorobę czynnościową układu pokar-
mowego, analiza próbek kału, oparta na sekwencjono-
waniu regionu ITS1, ujawniła dysbiozę mykobiomów 
jelit ze znaczną utratą różnorodności gatunkowej. 
Grzyby Saccharomyces spp. i Candida spp. były domi-
nujące w mykobiomie pacjentów z zespołem jelita draż-
liwego i grupie kontrolnej obejmującej osoby zdrowe, 
z tą różnicą, że zdecydowanie wyższy odsetek grzybów 
z wymienionych rodzajów został odnotowany u osób 
chorych [49]. Przeprowadzone na modelu zwierzę-
cym badania nadwrażliwości trzewnej, schorzenia 
powiązanego z  zespołem jelita drażliwego, dają pod-
stawy, żeby sądzić, że ukierunkowana manipulacja 
mykobiomem jelitowym może zapewnić podstawę 
skutecznej interwencji terapeutycznej [18]. Do wyjaś-
nienia mechanistycznych podstaw tych wczesnych 
obserwacji potrzebne są jednak dodatkowe dowody 
i walidacja biologiczna [49]. Można znaleźć też donie-
sienia na temat istotnego zahamowania progresji guzów 
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nowotworowych, szczególnie w wolno postępujących 
gruczolakorakach przewodowych trzustki, w  efekcie 
włączenia terapii przeciwgrzybiczej. Co ciekawe, do 
ponownego uaktywnienia się choroby nowotworowej 
doszło po zakończeniu leczenia i związanym z  tym 
odtworzeniem populacji grzybów, głównie z  rodzaju 
Malassezia [13]. Autorzy cytowanej pracy wykazali, że 
w wielu przypadkach progresja guza w pewnym stop-
niu wiąże się z aktywnością lektyny wiążącej mannozę 
i aktywacją kaskady dopełniacza [16]. Ponadto, zwięk-
szona liczebność grzybów drożdżopodobnych Malasse-
zia spp., z mniejszym udziałem innych grzybów takich 
jak Moniliophthora spp., Rhodotorula spp., Acremonium 
spp., Thielaviopsis spp. i Pisolithus spp., była opisywana 
u pacjentów z rakiem jelita grubego, podczas gdy więk-
sza liczebność grzybów z gromady Basidiomycota wiąże 
się z późnymi stadiami tej choroby [26]. 
Ze względu na potencjalne skutki zmian w myko-
biomie jelit związane z wiekiem, ocenie poddano rów-
nież biotę jelit dzieci cierpiących na nieswoiste zapa-
lenia jelit. Uzyskane na podstawie analiz sekwencji 
18S rDNA wyniki wykazały dominację grzybów z gro-
mady Basidiomycota [76]. Z kolei sekwencjonowanie 
regionu ITS1 ujawniło w tej grupie wysoką liczebność 
grzybów z rodzaju Candida, a dodatkowo mniejszą róż-
norodność gatunkową mykobiomu jelit w porównaniu 
z dziećmi zdrowymi [23]. 
Mykobiom jelitowy może dodatkowo wpływać po- 
średnio na inne układy narządów, takie jak płuca 
i ośrodkowy układ nerwowy, ale dokładne mechanizmy 
tych zjawisk są słabo poznane. W szczególności istotna 
jest tu oś łącząca płuca i jelita. Dotychczasowe badania 
wskazują, że skład gatunkowy mikrobiomu jelitowego 
może być skorelowany z zapadalnością na przewlekłe 
zapalne choroby płuc [20]. Dla przykładu, obecność 
grzybów drożdżopodobnych C. albicans w mykobiomie 
jelit wpływa na szlaki odpornościowe związane z lim-
focytami Th17, co w konsekwencji sprzyja kolonizacji 
dróg oddechowych patogennymi grzybami pleś niowymi 
z rodzaju Aspergillus spp. Niewątpliwie jest to przykład 
wpływ składu mykobiomu jelitowego na podatność 
i przebieg infekcji grzybiczych układu oddechowego [14].
Dysbioza mykobiomów jelitowych była również opi-
sywana w grupie pacjentów z zaburzeniami neurolo-
gicznymi. Podobnie do powyższego, również w myko-
biomach jelit pacjentów ze schizofrenią, autyzmem 
lub zespołem Retta stwierdzano większą liczebność 
grzybów drożdżopodobnych z rodzaju Candida [97]. 
Wyniki te skłoniły do przeprowadzenia analiz porów-
nawczych mykobiomów jelitowych z uwzględnieniem 
osi mikrobiom-jelito-mózg. Należy wspomnieć, że kon-
cepcja wpływu mikrobiomu bakteryjnego jelita poprzez 
odpowiednie osie jest już mocno ugruntowana [30]. 
Niemniej jednak, nawet dla specjalistów, związek myko-
biomu jelitowego z objawami neurologicznymi, takimi 
jak lęk czy depresja u osób cierpiących na zespół jelita 
drażliwego, jest intrygujący [101]. Chociaż odkrycia te 
pozostają obecnie spekulatywne i wymagają dalszych 
badań w celu wyjaśnienia mechanizmu biologicznego, 
niewątpliwie podkreślają one znaczenie i rolę grzybów 
zasiedlających jelita w osi mikrobiom-jelito-mózg.
2.3. Mykobiom skóry
Skóra jest kluczowym organem organizmu ludz-
kiego, zapewniając barierę mechaniczną, a tym samym 
pierwszą linię obrony przed patogenami. Jednocześnie, 
powszechnie wiadomo, że skóra jest główną niszą eko-
logiczną kolonizowaną przez grzyby [39, 44, 72–74, 82]. 
Skład gatunkowy mykobiomu skóry różnych osób może 
być bardzo różny, a istotny wpływ na jego strukturę ma 
wiek i płeć. Powszechnie wiadomo, że dzieci cechuje 
większa liczebność i różnorodność grzybów obecnych 
na skórze, w porównaniu do osób dorosłych, u których 
dominują lipofilne grzyby drożdżopodobne z rodzaju 
Malassezia, co wiąże się ze zwiększoną aktywnością 
gruczołów łojowych nasilającą się z wiekiem dojrzewa-
nia [65]. Taki stan rzeczy u dzieci wynika więc z różnic 
w składzie sebum oraz niskiej aktywności gruczołów 
łojowych w tym wieku [60]. Niemniej jednak myko-
biom skóry jest strukturą dynamiczną, a poszczególne 
grzyby tworzące tą populację oddziałują ze sobą i two-
rzą ekologiczną strukturę sieci [105]. 
Podobnie jak w przypadku innych układów narzą-
dów i ich mikrobiomów, dysbioza mykobiomów skóry 
najczęściej wiąże się z chorobami skórnymi. Powszech-
nie znanym faktem jest też pośredni wpływ grzybów 
z rodzaju Malassezia na indukcję i nasilanie takich jed-
nostek chorobowych jak łojotokowe zapalenie skóry, 
czy AZS [65]. Odwrotnie w łuszczycy, chorobie, która 
związana jest z nadmiernym rogowaceniem naskórka, 
stwierdzano znacznie niższą liczebność grzybów droż-
dżopodobnych z rodzaju Malassezia w porównaniu 
ze znacznie bogatszymi mykobiomami w  przypadku 
osób zdrowych. Pomijając liczebność i zróżnicowanie 
gatunkowe mykobiomów skóry pacjentów z obu grup 
należy zauważyć, że grzyby z rodzaju Malassezia zawsze 
stanowiły dominujący komponent [113]. Wykazano 
również związek między mykobiomem skóry a  cho-
robami ogólno ustrojowymi, które często manifestują 
się pewnymi zmianami skórnymi. W twardzinie ukła-
dowej, mykobiom skóry pacjentów z  tej grupy był 
zdominowany przez Rhodotorula glutinis, przy czym 
należy zaznaczyć że, aczkolwiek spójne, wyniki badań 
zostały uzyskane z analiz mykobiomów zaledwie czte-
rech pacjentów chorych i czterech z grupy kontrolnej 
[11]. W łupieżu pstrym czynnikami etiologicznymi są 
niezaprzeczalnie grzyby z rodzaju Malassezia. Objawy 
chorobowe towarzyszące tej infekcji są między innymi 
konsekwencją apoptozy zachodzącej w melanocytach 
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pod wpływem działania malasezyny, przy jednoczesnej 
ekspozycji na promieniowanie UV [65]. W patomecha-
nizmie tej jednostki chorobowej istotna jest też rola 
receptorów węglowodorów aromatycznych AHR (Aryl 
Hydrocarbon Receptor), które są w stanie modulować 
przebieg melanogenezy poprzez regulację ekspresji 
genów związanych z tym procesem [68]. Mykobiomy 
skóry pacjentów cierpiących na tę chorobę wykazują 
istotnie większą liczebność Malassezia globosa, Malasse-
zia sympodialis i Malassezia furfur, obecnych tu głównie 
w formie strzępkowej w przeciwieństwie do blastoko-
nidiów tych grzybów, powszechnie obserwowanych na 
zdrowej skórze [57]. W mykobiomach skóry osób zdro-
wych, w odróżnieniu od pacjentów z łupieżem pstrym, 
dominują w zależności od regionu geograficznego 
Malassezia restricta, M. globosa i M. sympodialis [51], 
przy czym wyraźną dominację ostatniego z wymienio-
nych gatunków obserwowano w Polsce [56]. Ostatnio 
zwraca się też uwagę na znaczenie dysbiozy myko-
biomu skóry, jak również odpowiedniej miejscowej 
terapii przeciwgrzybiczej gwarantującej przywrócenie 
naturalnego stanu tej swoistej niszy ekologicznej [32].
Rola mykobiomu została też opisana w kontekś cie 
łojotokowego zapalenia skóry. Grzyby M. resticta i M. glo- 
 bosa są identyfikowane szczególnie często u pacjentów 
z łojotokowym zapaleniem skóry, a zwiększenie liczeb-
ności tych gatunków w mykobiomie, w  porównaniu 
ze skórą głowy osób zdrowych, wskazuje na począ-
tek choroby [112]. Grzyby z rodzaju Malassezia mogą 
ponadto nasilać powstawanie łupieżu skóry głowy 
[57]. Grzyby klasyfikowane w gromadach Ascomycota 
i Basidiomycota są powszechne zarówno w mykobiomie 
skóry zdrowej, jak i dotkniętej łupieżem. W tej ostat-
niej, stwierdzano jednak większą liczebność grzybów 
z rodzaju Acremonium, Penicillium i Malassezia [57]. 
Atopowe zapalenie skóry może być kolejnym przykła-
dem choroby skóry pozostającej w wyraźnym związku 
z mykobiomem skóry. U pacjentów z AZS obserwuje 
się znaczną zmienność wewnątrz- i międzyosobniczą 
w składzie i liczebności mykobiomów. Jednak, podob-
nie jak w przypadku innych chorób skóry, M. sympodia-
lis, Malassezia sloofiae i Malassezia dermatitis wydają się 
pośrednio wpływać na przebieg tej choroby, a czasami 
nawet ją nasilają. U pacjentów z AZS notowane są też 
krążące we krwi przeciwciała IgE jako odpowiedź na 
antygeny grzybów drożdżopodobnych Malassezia spp. 
[51, 57, 58, 65]. Grzyby Malassezia spp. wchodzące 
w skład mykobiomu skóry mogą też wywoływać stany 
zapalne skóry poprzez nasilanie odpowiedzi immuno-
logicznej związanej z limfocytami Th-17 [96]. Autorzy 
jednej z prac, sugerują nawet związek Malassezia spp. 
z  występowaniem choroby Alzheimera. Stwierdzane 
u  tych pacjentów stany zapalne o różnej lokaliza-
cji w  obrębie ośrodkowego układu nerwowego oraz 
wysokie stężenia chitynaz, wskazywały na występowa-
nie grzybów z rodzaju Malassezia, których obecność 
w tych tkankach jednoznacznie potwierdzano w opar-
ciu o metody molekularne [74]. 
W badaniach mykobiomów skóry stosowano różne 
metody biologii molekularnej. U pacjentów z AZS 
zasto sowano sekwencjonowanie nowej generacji (NGS, 
Next Generation Sequencing), jak również ukierunko-
wane na sekwencjonowanie różnych regionów genomu 
grzybów, obejmujących, m.in. sekwencje rybosomal-
nego RNA 28S i  18S odpowiednio z  dużej i  małej 
podjednostki, jak też sekwencje ITS1 i ITS2 [11, 51, 
57, 110, 112]. 
2.4. Mykobiom a zaburzenia neurologiczne
Coraz więcej dowodów wskazuje na znaczenie 
mikrobiomu w chorobach neurologicznych. Wyka-
zano między innymi, że zmiany w liczebności i różno-
rodności bakterii jelitowych są powiązane ze stward-
nieniem rozsianym [6,34]. Ponadto, u pacjentów ze 
stwardnieniem rozsianym odnotowano na podstawie 
analiz sekwencji nukleotydowych regionów ITS1 więk-
szą liczebność grzybów Candida spp., Malassezia spp. 
i Trichosporon spp., w porównaniu z osobami zdrowymi 
z  grupy kontrolnej [6]. Podobnie, analizy metageno-
miczne płynu mózgowo-rdzeniowego pacjentów ze 
stwardnieniem rozsianym ujawniły obecność grzybów 
z gromady Ascomycota oraz rodzajów Malassezia spp., 
Funneliformis spp., Glomus spp., Cladosporium spp., 
Candida spp. i Alternaria spp. [84]. Tego typu wyniki 
budzą kontrowersje, a Perlejewski i wsp. [84] sugerują, 
że tak duże zróżnicowanie gatunkowe prawdopodob-
nie odzwierciedla zanieczyszczenia środowiskowe, a nie 
właściwy skład mykobiomu płynu mózgowo-rdzenio-
wego. Z kolei, Jovel i wsp. [59] w płynie mózgowo-rdze-
niowym pobranym od pacjentów ze stwardnieniem 
rozsianym nie odnotowali żadnych grzybów. 
W chorobie Alzheimera komórki grzybów są wykry-
wane w neuronach za pomocą immunohisto chemii 
i mikroskopii konfokalnej. Dotychczas tymi metodami 
zidentyfikowano grzyby z rodzajów Candida, Clado-
sporium, Malassezia, Neosartorya, Phoma i Saccharo-
myces [85]. Podaje się ponadto, że grzyby Alternaria 
spp. i  Malassezia spp. są reprezentowane w  znacznie 
większej liczebności u pacjentów z chorobą Alzheimera 
w  porównaniu z  grupą kontrolną, bez jakichkolwiek 
dysfunkcji tkanki mózgowej [7]. W  innych pracach, 
w tkance mózgowej osób ze stwardnieniem zanikowym 
bocznym wykazano zwiększoną liczebność grzybów 
z  rodzajów Candida, Malassezia, Fusarium, Botrytis, 
Trichoderma i Cryptococcus [34]. Wykazany silny zwią-
zek pomiędzy występowaniem łojotokowego zapalenia 
skóry, a chorobą Parkinsona również nasuwa podejrze-
nie specyficznego wkładu grzybów drożdżopodobnych 
Malassezia spp. w oba stany chorobowe. Co ważne, 
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udowodniono, że polimorfizmy genetyczne związane 
z chorobą Parkinsona i stosowanie w leczeniu lewodopy 
promują wzrost i inwazyjność grzybów Malassezia spp. 
Możliwy związek między składem mykobiomu skóry 
osób z  łojotokowym zapaleniem skóry, a  jednoczes-
nym występowaniem choroby Parkinsona może mieć 
znaczenie kliniczne [61]. Podsumowując, obecnie 
prowadzone badania wskazują, że grzyby mają pewne 
pośrednie znaczenie w patogenezie kilku chorób neuro-
logicznych. Wyniki wielu badań wskazują, że obserwo-
wane interakcje pomiędzy żywicielem a mikroorga-
nizmem mają wpływ na stan ludzkiego zdrowia oraz 
na sieć komunikacyjnych osi międzynarządowych, co 
sprzyja rozwojowi pewnych chorób. 
2.5. Mykobiom środowiskowy
Grzyby są wszechobecne i występują zarówno 
w  środowisku naturalnym, jak i wewnątrz pomiesz-
czeń mieszkalnych i gospodarczych. Badania naukowe 
wskazują, że skład gatunkowy mykobiomu środowis- 
kowego wewnątrz budynków i w środowisku natu- 
ralnym jest zbliżony w odniesieniu do grzybów mikro-
skopijnych tzw. mikromycetes, aczkolwiek zwykle 
różny w  kontekście ilościowym. Diaspory grzybowe 
w  pomieszczeniach zamkniętych są rozmieszczone 
przypadkowo i  zdominowane przez zarodniki, frag-
menty strzępek oraz inne elementy wegetatywnych 
i generatywnych struktur grzybni [91]. Na skład gatun-
kowy mykobiomu środowiskowego wpływa lokalizacja 
geograficzna i związana z nią temperatura i wilgotność 
powietrza [50]. Mykobiom zamkniętych pomieszczeń 
pochodzi najczęściej z powietrza zewnętrznego, grzyby 
dostają się do wnętrza w wyniku wentylacji pomiesz-
czeń. Na jego skład największy wpływ ma pula gatun-
ków grzybów obecnych w danej lokalizacji. Inne źródła 
grzybów w  pomieszczeniach obejmują przebywają- 
cych w  nich ludzi, zwierzęta domowe, rośliny, obec- 
ność instalacji wodno-kanalizacyjnych, systemów ogrze- 
wania, wentylacji i  klimatyzacji, a także resuspensję 
cząstek kurzu [2]. 
Z obecnością grzybów w pomieszczeniach zamknię-
tych zawsze wiążą się pewne negatywne aspekty, które 
jak powszechnie wiadomo są znacznie poważniejsze 
w skutkach, w sytuacji gdy organizmy te, znane z bio-
deterioracji i biodegradacji materiałów, kolonizują 
ściany i inne elementy budowlane w budynku. Uwal-
niane do atmosfery zarodniki i inne elementy grzybni, 
w tym alergeny i mykotoksyny, czy też lotne związki 
organiczne pochodzenia mikrobiologicznego (MVOC, 
Microbial Volatile Organic Compounds) w  konse- 
kwencji mogą nasilać objawy pewnych chorób jak 
astma, reumatyzm, czy też skutkować wystąpieniem 
syndromu chorego budynku (SBS, Sick Building Syn-
drome) o etiologii grzybiczej [1]. Mykobiom wewnątrz 
budynków, zwłaszcza mieszkalnych, jest zatem przed-
miotem zainteresowania mikrobiologów, ekologów 
i klinicystów [1, 81]. Bazując na metodach molekular-
nych i sekwencjonowaniu fragmentu ITS2 wykazywano 
od 450 do 4400 OTU na próbę [4, 9, 81]. Wyniki tych 
badań wskazują, że z  pomieszczeniami zamkniętymi 
związane są ilościowo i jakościowo bogate mykobiomy. 
Opisany szeroko w  literaturze SBS związany jest ze 
złą jakością powietrza w pomieszczeniach i ekspozy-
cją na grzyby. Występujące u  mieszkańców budynku 
objawy najczęściej obejmują ból głowy, zawroty głowy, 
nudności, podrażnienie oczu, nosa lub gardła [98]. 
W ramach wysiłków na rzecz ograniczenia szkodliwego 
narażenia na mykobiom występujący w  pomieszcze-
niach, niezbędne jest śledzenie zarodników unoszących 
się w powietrzu i wyeliminowanie zanieczyszczeń, które 
mogą stanowić ich potencjalne rezerwuary. Stanowi to 
istotne wyzwanie nawet w pomieszczeniach zamknię-
tych biorąc pod uwagę ruch aerozoli, który tu nie jest 
wzbudzany prądami powietrza jak to zwykle ma miejsce 
w środowisku zewnętrznym. Co więcej, grzyby znajdu-
jące się na różnych powierzchniach w budynkach mogą 
być niewidoczne gołym okiem, a wykonywanie prób 
mykologicznych ze wszystkich powierzchni jest nieuza-
sadnione. Z tego też względu przyszłe badania zamiast 
koncentrować się na metodach konwencjonalnych, 
mogłyby uwzględniać próby śledzenia źródła poprzez 
zastosowanie matematycznych modeli probabilistycz-
nych, w oparciu o dotychczasowy stan wiedzy o niszach 
ekologicznych grzybów [106]. Takie postępowanie 
mieści się jedynie w kategoriach czysto teoretycznych 
i nie mogłoby znaleźć zastosowania w codziennej prak-
tyce restauratorów zabytków, czy mykologów budow-
lanych przeprowadzających ekspertyzy mykologiczne 
oraz zabiegi konserwacyjne.
Wyniki badań opartych o konwencjonalne metody 
hodowli ujawniają, że grzyby z rodzajów Alternaria, 
Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Rhodotorula 
i  Wallemia stanowią znaczny odsetek mykobiomu 
pomieszczeń cechujących się podwyższoną wilgot-
nością względną, takich jak toalety, gdzie szczególnie 
dominującym gatunkiem jest Rhodotorula mucilagi-
nosa. Z kolei A. fumigatus na ogół dominuje jako skład-
nik mykobiomiu pomieszczeń o niższej wilgotności 
względnej powietrza, takich jak pokoje dzienne, pod-
czas gdy Cladosporium spp. stwierdzane były w prawie 
każdej przestrzeni życiowej [4, 106]. Oprócz określania 
różnorodności mykobiomów pomieszczeń, kolejnym 
obszarem aktywnych badań są prace nad materiałami 
budowlanymi i powłokami, które minimalizują lub 
zapobiegają kolonizacji przez grzyby [109]. Rozwiąza-
nia te są jednak aktualnie drogie, a dodatkowo utrzyma-
nie sterylności w środowisku wewnętrznym pomiesz-
czenia jest bardzo trudne lub prawie niemożliwe, stąd 
uzasadnione jest wyłącznie względami medycznymi, 
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na przykład na oddziałach intensywnej opieki medycz-
nej, czy też w przypadku pacjentów w stanie głębokiej 
immunosupresji [3]. Alternatywnie, budynki powinny 
być konstruowane według projektów architektonicz-
nych, które uwzględniają standardy minimalizujące 
liczebność mykobiomu w systemach ogrzewania, wen-
tylacji, klimatyzacji i instalacjach hydraulicznych [98].
3. Badania nad mykobiomem w praktyce klinicznej
Liczba publikacji dotyczących mikrobiomu wzrasta 
wykładniczo w ostatnich latach [31, 34]. Równolegle, 
lepsze zrozumienie roli drobnoustrojów w zdrowiu 
i  chorobach wzmocniło zainteresowanie badaniami 
mykobiomu i jego udziałem w chorobach [9, 14]. 
Powszechnie wiadome jest, że mikroorganizmy pro- 
kariotyczne i eukariotyczne współistnieją w tym samym 
środowisku i że interakcja między mikrobiomami bak-
teryjnymi, grzybowymi i wirusowymi prowadzi do 
homeostazy u zdrowych osób, podczas gdy dysbioza 
prowadzi do rozwoju choroby. Coraz częściej badania 
mykobiomu przeprowadza się u pacjentów z różnymi 
schorzeniami, u których możliwe jest istnienie dys- 
biozy w odniesieniu do danego narządu, lokalizacji ana-
tomicznej itp. Rola mykobiomu w kontekście klinicz-
nym cieszy się rosnącym zainteresowaniem. Pozostaje 
kilka wyzwań, w tym walidacja i standaryzacja metod 
pobierania próbek i zastosowania metod analitycz-
nych na większą skalę [28, 81]. Obecnie nie ma znor- 
malizowanych metod analizy mykobiomów, w tym 
przede wszystkim w zakresie badań genetycznych, 
w obszarze metod ekstrakcji DNA, doboru starterów, 
technik sekwencjonowania i stosowanych referencyj-
nych baz danych. Metodologia badań nad mykobio-
mami ewoluuje, co z pewnością pozwoli w przyszłości 
korzystać z  wystandaryzowanych procedur, odpo-
wiednio walidowanych, które dadzą gwarancję uzys-
kania pełnego obrazu mykobiomu pokrywającego się 
z rzeczywis tością [13]. 
Dzięki lepszemu poznaniu specyfiki mykobio-
mów oraz ich interakcji z systemem odpornościowym 
gospodarza, a także umiejętności skorelowania tych 
danych z chorobą na różnych jej etapach, możliwe 
będzie przyspieszenie samej diagnozy i podjęcie bar-
dziej ukierunkowanych terapii. Nowatorskie podejście 
i  nowsze metody leczenia mogą wynikać z  lepszego 
doboru grupy pacjentów w oparciu o profile mykobio-
mów, podczas gdy manipulowanie lub przywracanie 
„zdrowego” mykobiomu również stanowi potencjalnie 
i realne postępowanie medyczne [32]. Obecny postęp 
technologiczny w połączeniu z rosnącą ilością danych 
z sekwencjonowania mykobiomów, mogą w przysz łości 
przyczynić się do rozwoju diagnostyki „punktowej” 
w zakresie chorób grzybiczych [103].
4. Analiza mykobiomów: metodologia i wyzwania
Od czasu, gdy do badań nad mikrobiomami wpro-
wadzono metagenomikę stało się możliwe uzyskiwanie 
pełnych obrazów populacji mikroorganizmów wcho-
dzących w skład rozpatrywanej niszy ekologicznej, także 
tych niehodowalnych [102]. Detekcja tych ostatnich 
dotychczas nie była możliwa w oparciu o metody kon-
wencjonalnej diagnostyki mikrobiologicznej. Metageno-
mika jest nową techniką polegającą na klonowaniu DNA 
pozyskiwanego bezpośrednio z naturalnych środowisk, 
w  tym różnych lokalizacji anatomicznych w  obrębie 
ludzkiego ciała i następnie sekwencjonowaniu ogrom-
nych bibliotek genomowych. Metagenomika jest więc 
metodą analizy nie jednego genomu, ale puli genomów 
mikroorganizmów, stanowiących okreś lony mikrobiom. 
Analizując poszczególne sekwencje z  takiego ,,zbior-
czego” sekwencjonowania, można ocenić genetyczną 
różnorodność mikroorganizmów tworzących mikro-
biom danej niszy ekologicznej. Technika ta obejmuje 
klonowanie, sekwencjonowanie i funkcjo nalną analizę 
genetycznego materiału, izolowanego z różnych loka-
lizacji anatomicznych czy innych środowisk natural-
nych. Zastosowana tu technika NGS jest doskonalsza od 
ograniczonego, tradycyjnego sekwencjonowania [102]. 
Dokładne poznanie składu mikrobiomu danej niszy eko-
logicznej wymaga zastosowania specyficznego podejścia 
analitycznego do wyekstrahowanego metagenomowego 
DNA. W tym celu najczęś ciej wykorzystuje się filoge-
netyczny marker w postaci genu rybosomalnego RNA 
małej podjednostki (16S i 18S SSU rRNA, odpowiednio 
dla organizmów pro kariotycznych i eukariotycznych), 
który po amplifikacji w reakcji PCR podlega klono-
waniu. Pozwala to otrzymać bibliotekę reprezentującą 
wszystkie mikroorganizmy obecne w analizowanej niszy 
ekologicznej. Ostatecznie, poszczególne sklonowane 
fragmenty DNA są sekwencjonowane i analizowane 
w oparciu o narzędzia bioinformatyczne. Bardziej szcze-
gółowe opisy postępowania w ramach poszczególnych 
etapów analizy metagenomicznej zostały przedstawione 
w dalszej części tej pracy.
4.1. Przetwarzanie próbki
Sposoby i techniki przetwarzania próbek mykolo-
gicznych, w tym technika pobrania materiału biologicz-
nego, warunki jego przechowywania i różne protokoły 
ekstrakcji DNA, mogą wpłynąć na wyniki ekspery-
mentów (Ryc. 2). Badania porównawcze różnych tech-
nik przetwarzania próbek wskazują na różną ich sku-
teczność, co ma implikacje dla porównań krzyżowych 
opublikowanych dotychczas badań nad mykobiomami. 
Zalecane jest zamrażanie próbek w ciągu 12 godzin 
od pobrania, aby zapobiec przerostowi przez szybko 
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rosnące grzyby. Istotne jest również unikanie wielu 
cykli zamrażania i rozmrażania próbek, aczkolwiek 
pojedynczy cykl zamrożenia i rozmrożenia na ogół nie 
obniża różnorodności taksonomicznej mykobiomu 
[28,81]. Obecność w ekstrahowanym metagenomowym 
DNA zanieczyszczeń RNA pochodzących z obecnych 
w próbie innych mikroorganizmów, zmniejsza udział 
procentowy sekwencji grzybów z niektórych taksonów, 
szczególnie w próbkach kału, czego efektem mogą być 
błędy w ocenie liczebności mykobiomów [8]. Z kolei, 
w takich przypadkach ocena różnorodności taksono-
micznej mykobiomu (jakościowa) jest na ogół możliwa 
do oszacowania [77]. 
Podczas ekstrakcji DNA grzybowego z próbek prze-
znaczonych do sekwencjonowania mykobiomów, gruba 
i oporna na działanie licznych czynników fizyko-che-
micznych ściana komórkowa grzyba, bogata w glukany, 
chitynę, mannany i glikoproteiny, wymaga dodatkowych 
procedur wstępnej degradacji, które obejmują rozbijanie 
mechaniczne lub lizę enzymatyczną [8, 53, 55]. Warto 
zauważyć, że w wielu doniesieniach naukowych liza 
enzymatyczna stanowi alternatywną opcję zwiększenia 
wydajności ekstrakcji DNA [48,107]. Uważa się ponadto, 
że bardziej drastyczne metody mechanicznej dezintegra-
cji komórek mają niższą skuteczność, prawdopodobnie 
z powodu częściowej degradacji materiału genetycznego 
[90]. Różne metody ekstrakcji DNA również znacząco 
wpływają na wydajność i  jakość uzyskiwanego DNA 
genomowego grzybów, a wydajność izolacji mieszaniną 
zawierającą fenol i chloroform często przewyższa wydaj-
ność uzyskiwaną z wykorzystaniem dostępnych komer-
cyjnie zestawów [40, 43, 71, 90]. Wspomniane straty 
Ryc 2. Metodyka analizy mykobiomów i napotykane trudności na każdym z etapów
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w stężeniu DNA obserwowane przy użyciu zestawów 
handlowych są prawdopodobnie związane z zastosowa-
niem oczyszczania na kolumnie krzemionkowej [90]. 
Dodatkowo, producenci zestawów do ekstrakcji DNA 
podają niespójne wyniki, co jest spowodowane tym, że 
testy wykonywane są z zastosowaniem różnych typów 
próbek [40, 107]. Chociaż metody ekstrakcji wpływają na 
ilość i jakość DNA, ostatecznie ich wpływ na skład i róż-
norodność mykobiomów wydaje się niewielki [55, 90]. 
Niemniej jednak ostatnie analizy laboratoryjne ekstrak-
cji DNA grzybowego z plwociny wykonane przez nasz 
zespół, wykazały bardziej wydajną amplifikację regionu 
ITS z próbek poddanych rozerwaniu mechanicznemu 
w porównaniu z lizą enzymatyczną. Zmienna wydajność 
amplifikacji została zaobserwowana pomimo efektyw- 
niejszej wydajności izolacji DNA w metodzie z zastoso-
waniem lizy enzymatycznej, co może sugerować lepsze 
uwalnianie materiału genetycznego z komórek grzyba 
w trakcie mechanicznej dezintegracji komórek (dane 
nieopublikowane). Metody ekstrakcji DNA w  anali- 
zie mykobiomów są punktem krytycznym i  muszą 
być opracowane rygorystyczne procedury, które będą 
następnie konsekwentnie i  ostrożnie stosowane. Pro-
tokoły ekstrakcji DNA genomowego w analizie myko-
biomów powinny być ponadto specyficzne dla rodzaju 
próbki. Istnieje zatem potrzeba standaryzowania metod 
w odniesieniu do konkretnego typu próbki [35, 40].
4.2. Sekwencjonowanie amplikonów
Zgodnie z wcześniejszymi doniesieniami, technika 
sekwencjonowania wysokoprzepustowego (HTS, High-
-Throughput Sequencing) stosowana w badaniach 
mikro biomu bakteryjnego nie może być bezkrytycz-
nie przyjmowana w analizach mykobiomów [55, 80]. 
Autorzy cytowanych prac zwracają uwagę na istnienie 
szeregu pułapek i potencjalnych błędów wynikających 
ze stosowania techniki HTS i interpretacji uzyskanych 
wyników. Brak doświadczenia w praktycznym zastoso-
waniu tej techniki często prowadzi do zupełnie nowej 
interpretacji filogenetycznych zależności [79]. Z kolei 
wiadome jest, że sekwencjonowanie amplikonów jest 
ściśle uzależnione od dopasowania starterów do ampli-
fikacji, istotne znaczenie ma więc staranne ich zaprojek-
towanie [16]. Kluczowe wytyczne doboru markerów do 
analizy mykobiomów obejmują ich rozdzielczość tak-
sonomiczną, siłę dyskryminacyjną, wydajność ampli- 
fikacji i wielkość uzyskiwanego amplikonu [16]. Region 
ITS zlokalizowany pomiędzy genami kodującymi rybo-
somalny RNA został zaproponowany jako uniwersalny 
genetyczny ,,kod kreskowy grzybów”. Z uwagi na fakt, 
że zawiera on zmienne sekwencje o wysokim tempie 
ewolucji, które otoczone są przez wysoce konserwa-
tywne regiony obejmujące geny rRNA, służące jako 
odpowiednie miejsca docelowe dla uniwersalnych star-
terów, region ten jest jednym z kluczowych w identyfi-
kacji gatunkowej grzybów [39, 41, 43, 42, 46, 70, 80]. 
Region ITS zazwyczaj posiada długość 500–700  par 
zasad i składa się z dwóch podregionów, ITS1 i ITS2, 
które są oddzielone genem o wysoce zakonserwowanej 
sekwencji, kodującym 5,8S rRNA [72, 71, 99]. Chociaż 
startery ukierunkowane na ITS były używane od dzie-
sięcioleci w kilku projektach analizy mykobiomów na 
dużą skalę, do tej pory nie zostało rozstrzygnięte, który 
fragment ITS1 czy ITS2 jest bardziej optymalny do tego 
typu analiz. Ostatnie odkrycia ukazały, że fragmenty ITS 
nie mają wystarczającej siły dyskryminacyjnej, aby pre-
cyzyjnie identyfikować gatunki za pomocą sekwencjo-
nowania uzyskanych z ich wykorzystaniem amplikonów 
[5, 33, 100]. W oparciu o te obserwacje, Nilsson i wsp. 
[80] przedstawili listę starterów zalecanych do ampli-
fikacji regionu ITS i specyficznych dla różnych takso-
nów grzybów, które mogą być użyteczne w  technice 
HTS i w analizach mykobiomów. Badacze Ci zalecają 
amplifikowanie sekwencji podregionu ITS2 za pomocą 
zdegenerowanych starterów gITS7ngs i  gITS4ngs, ze 
względu na ich wysoką siłę dyskryminacyjną w identy-
fikacji gatunkowej grzybów. Zalety identyfikacji opartej 
o podregion ITS2 obejmują przede wszystkim bardziej 
uniwersalne miejsca przyłączenia starterów i  mniej-
szą zmienność długości amplikonu między gatunkami 
grzybów, co prowadzi do mniejszej liczby błędnych roz-
poznań w porównaniu z identyfikacją opartą o sekwen-
cje podregionu ITS1 [52, 80]. Co istotne, pomimo że 
wspomniany zestaw starterów (gITS7ngs i  gITS4ngs) 
ma lepszą siłę dyskryminacyjną w identyfikacji gatun-
kowej grzybów, rozdzielczość taksonomiczna pod re-
gionu ITS2 nie została jeszcze precyzyjnie oceniona 
eksperymentalnie [100]. Przed powszechnym ich wyko-
rzystaniem konieczne są dalsze badania potwierdzające 
skuteczność. Ostateczny konsensus co do metodologii 
analiz mykobiomów, tak jak ma to miejsce w przypadku 
sekwencjonowania 16S rRNA mikrobiomów bakteryj-
nych, nie został jak dotąd osiągnięty. 
Istotnym elementem jest również uzyskanie w pro-
cesie amplifikacji produktu o pełnej zakładanej długości 
i sekwencji pozbawionej błędów odczytu. Etap ten obej-
muje staranne rozważenie liczby cykli PCR i możliwe 
rozcieńczenie próbek DNA do określonego wystan-
daryzowanego stężenia [15, 29]. Genetycy wskazują 
również na konieczność zredukowania liczby powsta-
jących chimer i przypadkowych błędów w powielanych 
sekwencjach, które kumulują się w późniejszych cyklach 
amplifikacji [29]. Niezbędnym wydaje się włączenie do 
analizy odpowiednich kontroli negatywnych i tzw. pozo-
rowanych społeczności, czyli kultur mieszanych. Pierw-
sza z wymienionych wskazuje na źródła potencjalnego 
zanieczyszczenia, druga pozwala na ocenę powstawania 
chimer i poprawności wnioskowania o operacyjnych 
jednostkach taksonomicznych [15, 79].
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4.3. Sekwencjonowanie metagenomiczne
Alternatywnym podejściem do ukierunkowanego 
sekwencjonowania określonych amplikonów w bada-
niach mykobiomów jest zastosowanie sekwencjono-
wania metagenomicznego (Ryc. 2). Pociąga to za sobą 
sekwencjonowanie całego wyekstrahowanego DNA 
w danej próbce bez stosowania ukierunkowanej ampli-
fikacji regionu ITS lub innych specyficznych sekwencji 
docelowych. W takim podejściu, analizie podlega cał-
kowite DNA metagenomowe wyizolowane z komórek 
drobnoustrojów, jak też z komórek gospodarza obec-
nych w  próbce pobranej z analizowanej niszy ekolo-
gicznej. Odczyty sekwencji są następnie przetwarzane 
i klasyfikowane względem referencyjnej bazy danych 
[87]. Analiza zwykle obejmuje również etap usuwania 
sekwencji DNA gospodarza, co jest elementem krytycz-
nym ze względu na możliwość utraty znacznej części 
danych, jeżeli nie podjęto próby usunięcia komórek 
gospodarza przed ekstrakcją DNA [75]. Sekwencjo-
nowanie metagenomiczne powinno zapewnić lepszą, 
obiektywną ocenę mykobiomu. Niemniej jednak 
dotychczasowe badania z wykorzystaniem tej metody 
ujawniają niską liczebność grzybów w porównaniu 
z  badaniami mikrobiomów bakteryjnych pochodzą-
cych z  różnych typów próbek [86]. Dodatkowo tego 
typu analizy są kosztowne, przede wszystkim z powodu 
konieczności przeprowadzania bardzo precyzyjnej ana-
lizy celem wykrycia grzybów w próbkach, w których 
zwykle dominują bakterie [87]. Obecnie wydaje się, że 
właśnie niska liczebność grzybów w próbkach do analiz 
mykobiomów utrudnia powszechne stosowanie meta-
genomiki w tego typu badaniach [77]. 
4.4. Wyzwania bioinformatyczne
Rozwój narzędzi do analizy sekwencji fragmentu 
ITS jest wciąż zgłębianym obszarem badań, aczkolwiek 
dostępnych jest wiele opcji umożliwiających identyfika-
cję grzybów z wykorzystaniem sekwencji tego regionu 
[36]. W tej dziedzinie wciąż jednak brak zgodności 
co do przyjętych standardów, jak też nie wypraco-
wano zasad dobrej praktyki laboratoryjnej, stąd dalsze 
badania normalizacyjne są zdecydowanie potrzebne 
(Ryc. 2). Ponadto, prawdopodobne jest, że wyniki iden-
tyfikacji uzyskiwane z analizy sekwencji fragmentu ITS 
w dużej mierze zależą od typu badanych próbek [93]. 
Na podobny problem zwraca się uwagę w przypadku 
analizy mikrobiomu bakteryjnego metodami ukie-
runkowanymi na analizę sekwencji genu 16S rRNA. 
W przypadku analizy mykobiomu, wysoka zmienność 
sekwencji regionu ITS, jeszcze bardziej komplikuje ten 
problem. Kolejną trudność w metagenomicznych ana-
lizach mykobiomów stanowią słabo rozwinięte bazy 
danych, na których opiera się identyfikacja grzybów. 
Prowadzi to do uzyskiwania dużej liczby niezidenty-
fikowanych operacyjnych jednostek taksonomicz-
nych [10,77]. Obecnie stosowane referencyjne bazy 
danych sekwencji ITS obejmują INSDC (International 
Nucleo tide Sequence Database Collaboration), UNITE 
(https://unite.ut.ee/) i Warcup ITS [80]. 
W niektórych przypadkach dokładna identyfika-
cja na poziomie gatunku nie jest możliwa wyłącznie 
w  oparciu o sekwencjonowanie regionów ITS [38, 
39, 46]. Obecnie jednak nie są znane alternatywne 
markery molekularne, dla których uzyskuje się porów-
nywalną zdolność rozdzielczą. Uważa się, że sekwen-
cje ITS umożliwiają dokonanie identyfikacji grzybów 
do poziomu rodzaju, rodziny, rzędu i klasy, na pod-
stawie stopnia podobieństwa sekwencji wynoszącego 
odpowiednio przynajmniej 94,3%, 88,5%, 81,2% i 80,9% 
[108]. Obecnie coraz większa dostępność sekwencjono-
wania trzeciej generacji stanowi obiecujące narzędzie 
analizy mykobiomów, ponieważ w genomach grzy-
bów znajdują się długie odcinki powtarzalnego i nie- 
kodującego DNA, a także geny zawierające introny 
[77, 80]. W  literaturze naukowej brakuje szerszych 
opracowań poświęconych metagenomice grzybów. 
Dwa kluczowe badania przeprowadzone przez Nash 
i wsp. [77] oraz Donovan i wsp. [31] stanowią jak dotąd 
najbardziej dogłębną ocenę metagenomicznej identy-
fikacji grzybów w próbkach ludzkich. Nash i wsp. [77] 
przeprowadzili obszerną ocenę wyników uzyskanych 
z analiz metagenomicznych, jak również uzyskanych 
z sekwencjonowania regionów ITS dla próbek pobra-
nych z  jelit w  ramach projektu analizy ludzkiego 
mykobiomu. Co ważne, wykazano, że metody eks-
trakcji DNA nie miały znaczącego wpływu na liczbę 
wykrywanych gatunków, potwierdzając małą liczeb-
ność grzybów w tych próbkach. Po drugie, wspomniani 
badacze wykazali, że startery swoiste dla podregionu 
ITS2 przejawiały większą zdolność rozdzielczą, umoż-
liwiając identyfikację taksonów grzybów o małej liczeb-
ności w badanej próbce [77]. Z kolei Donovan i wsp. 
[31] przedstawili podstawy bioinformatycznej analizy 
metagenomów grzybów. W swojej pracy zaproponowali 
nowe rozwiązanie w postaci aplikacji „FindFungi”, która 
umożliwia wykrywanie fałszywie dodatnich wyni-
ków. Dodatkowym wyzwaniem operacyjnym i  logi-
stycznym, które pozostaje jednak nierozwiązane, jest 
implementacja tego narzędzia bioinformatycznego do 
analizy mykobiomów. Korzystanie z oprogramowania 
„FindFungi” wymaga bowiem komputerów o wysokiej 
wydajności obliczeniowej ze względu na konieczność 
przechowywania dużych genomowych baz danych 
w pamięci i ich szybkiego przeszukiwania. Alternatyw-
nym rozwiązaniem tego problemu natury czysto tech-
nicznej byłoby zastosowanie sieci komputerów, która 
zapewniłaby szybki przekaz informacji między tak zwa-
nymi punktami sieci. 
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5. Podsumowanie
Liczba prac naukowych poświęconych mikrobio-
mowi i skoncentrowanych na bakteriach znacznie 
przewyższa liczbę publikacji na temat mykobiomów. 
W dużej mierze przypisuje się to pionierskim wysiłkom 
zmierzającym do standaryzacji metodologii sekwen-
cjonowania i analizy bakteryjnego genu 16S rRNA. 
Wystandaryzowana i niezawodna metoda sekwen-
cjonowania fragmentu ITS w analizach mykobiomów 
w połączeniu z bardziej kompleksową bazą danych będą 
miały kluczowe znaczenie dla osiągnięcia podobnego 
poziomu wiarygodnych analiz, jak w badaniach mikro-
biomów bakteryjnych. Ponadto, pomimo znanych 
interakcji między różnymi grupami drobnoustrojów, 
badania integrujące bakteriomy, mykobiomy, wiriomy 
i  parazytomy wciąż są ograniczone. Interakcje mię-
dzy drobnoustrojami z różnych grup mogą skutkować 
zmianą funkcji i struktury mikrobiomu jako całości, 
co z kolei może odgrywać istotną rolę w patogenezie 
danej jednostki chorobowej. Wiele gatunków drobno-
ustrojów wchodzi również w interakcje z elementami 
układu odpornościowego gospodarza, prowadząc do 
ogólnoustrojowych objawów choroby, wykraczających 
poza początkowe miejsce dysbiozy. 
Dla lepszego zrozumienia roli mykobiomu i  jego 
znaczenia w patogenezie choroby, przyszłe badania 
powinny zostać ukierunkowane na ocenę interakcji 
między przedstawicielami różnych królestw drobno-
ustrojów, jak również ich oddziaływań z  układem 
immunologicznym gospodarza. Jedno jest pewne, 
w  złożonych i wzajemnie powiązanych systemach 
mikrobiologicznych mykobiom jest wyraźnie rozpo-
znawalnym komponentem, którego dysbioza może 
warunkować rozwój szeregu chorób. Niemniej jednak, 
jeśli wiedza na jego temat zostanie odpowiednio wyko-
rzystana, kształtowanie jego struktury, czy też dbałość 
o utrzymanie jego pierwotnego fizjologicznego stanu 
może istotnie zmienić oblicze przyszłej medycyny. 
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